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論文内容要旨
 背景・目的
 インスリン産生膵β細胞は再生能に乏しく,この細胞が障害されると1型(インスリン依存性)
 糖尿病となる。最近,糖尿病の新しい治療法として,膵β細胞の再生増殖,ES細胞や前駆細胞
 からβ細胞への分化誘導などが志向されている。肝臓と腹側膵は発生学的にともに胎生期に内胚
 葉から分化するという共通性を有し,さらに肝細胞では糖代謝に関わる糖輸送体やグルコキナー
 ゼなど膵β細胞と同じような遺伝子が発現しており,また多量の細胞も得やすいことから,肝細
 胞はインスリン産生細胞の供給源となり得るのではないかと期待されている。哺乳動物膵β細胞
 の発生・分化・再生に関する研究は近年精力的に行われているが,胎生期の肝臓がインスリン産
 生細胞にどの程度機能的に類似しているのかは未だ不明な点が多い。本論文では,RT-PCR法,
 免疫染色法,プロモーターアッセイにより,マウス胎児肝でインスリンが発現していることを明
 らかにした。
方法
 ICRマウス(胎齢13.5日,胎齢16.5日,胎齢18.5日,生後0日,生後7日,成熟マウス)肝
 臓からRNAを調製し,RT-PCR法でiusulinI,insulin且,その他の膵内分泌ホルモンであ
 るグルカゴン,ソマトスタチン,膵ポリペプチド(PP),インスリン遺伝子の転写に関わるPdx1,
 NeuroD/Beta2,MafAについて検討した。また,ホルマリン固定切片を作製し,免疫染色法
 でインスリン,グルカゴン,ソマトスタチンを検討した。また,マウスinsulinI遺伝子(一703
 ～+14),insulinII遺伝子(一830～+14)のプロモーター領域をルシフェラーゼ遺伝子に連結
 したレポータープラスミドを作製し,エレクトロポレーション法でマウス胎児肝細胞に導入し,
 プロモーターアッセイを行った。
結果
 (1)insulinImRNAは胎齢16.5日肝と胎齢18.5日肝で発現していた。insulinHmRNAは
 胎齢13.5日肝から発現し始め,胎齢18.5日肝まで徐々に増加していた。出生後の肝臓ではhlsu-
 linImRNAの発現は認められず,insulinIImRNAは生後7日の肝臓でわずかに発現が認
 められたが,その後消失した。12)グルカゴンmRNAとソマトスタチンmRNAの発現は,胎齢
 18.5日肝でわずかに認められるのみであった。PPmRNAは胎児肝では発現していなかった。
 (3)インスリン染色では,胎齢13.5日から胎齢18.5日にかけての肝臓にインスリン陽性細胞が認
 められた。出生後の肝臓では,insulinIImRNAがわずかに認められた生後7日の肝臓を含め,
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 インスリン陽性細胞は認められなかった。(4)グルカゴン陽性細胞,ソマトスタチン陽性細胞は,
 胎齢18.5日肝を含めて認められなかった。(5)プロモーターアッセイでは,insulillIの転写活
 性は胎齢16.5日でのみ,insulinHの転写活性は胎齢13.5日でのみ認められた。(6)
 NeuroD/Beta2mRNAは胎齢13.5日から生後0日にかけて発現しており,MafAmRNAは
 胎齢16.5日では発現していた。PdxlmRNAは胎児期も出生後も肝臓では発現していなかった。
 考察・結論
 胎齢13.5日から胎齢18.5日にかけての肝臓ではinsulinIIが,胎齢16.5日と胎齢18.5日の肝
 臓ではinsulinIが発現しており,インスリン染色でも胎齢13.5日から胎齢18.5日にかけての
 マウス胎児肝にインスリン陽性細胞を認めた。従って,マウス胎児肝ではインスリン遺伝子が発
 現し,インスリンが産生されていると考えられた。一一方,グルカゴンやソマトスタチンなどの膵
 内分泌細胞遺伝子の発現はほとんど認められず,免疫組織染色でも陽性細胞を認めなかった。従っ
 て,マウス胎児肝にはβ細胞に極めて近い特性を有している細胞が存在していることが示唆され
 た。また,insulinHは胎齢13.5日で,insulinIは胎齢ユ6.5日で転写が起こり,その後転写活
 性は消失するが,mRNAは転写活性消失後も残存し,インスリンが作られると考えられた。膵
 β細胞でインスリン遺伝子の発現に関わっていると考えられている転写因子の中で,Pdxlは発
 現していなかったが,NeuroD/Beta2,MafAはインスリンが発現している時期に発現が認め
 られ,これらの転写因子の遺伝子発現の有無がマウス胎児肝でのインスリン産生に関与している
 可能性が考えられた。
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 審査結果の要旨
 本論文は,マウス胎児肝におけるインスリン遺伝子発現を,RT-PCR法,免疫組織染色法,
 プロモーターアッセイにより検討した研究であり,過去に同様の報告はみられず独創性に富んで
 いる。
 本研究の優れている点は以下のように考えられる。
 1.RT-PCR法では,マウス胎児肝ではインスリン遺伝子1と]1がそれぞれ別々の時期から発
 現しはじめ,また,それらが成熟型mRNAであることを明らかにした。
 2.免疫組織染色法では,マウス胎児肝ではインスリン遺伝子発現がインスリン合成にまで至っ
 ていることを明らかにした。
 3.膵臓の発生学的な背景から,グルカゴンやソマトスタチンなどインスリン以外の膵内分泌ホ
 ルモンについても検討しており,マウス胎児肝ではインスリンのみ発現していることを明らか
 にした。
 4.プロモーターアッセイでは,インスリン遺伝子1とHはそれぞれ別々の時期に転写が起こり,
 しかもその転写活性は速やかに消失することを明らかにした。
 以■ヒ,マウス胎児肝においてインスリンが発現していること,また,マウス胎児肝でのインス
 リン遺伝子発現は膵β細胞でのインスリン遺伝子発現とは異なる機序による可能性が述べられて
 おり,肝細胞を用いた糖尿病治療に新しい知見を示し,学位論文に値するものと考える。
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